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Verwendung von Escherichia coli Stamm DSM 6601 

zur Behandlung von Diarrhoeen auf dem Veterinarsektor 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Escherichia coli Stamnn DSM 
5 6601 zur Prophylaxe und Behandlung von mikrobiell bedingten Diarrhoeen 
bei Tieren. 

Unter Diarrhoeen bei Menschen oder Tieren wird die haufige Entleerung von 
dunnflussigen Faeces verstanden, deren Ursache unterschiedlich sein kann 

10 wie beispielsweise eine allergische Reaktion auf bestinnfrnte Nahrungsmittel, 
weist aber eine Reaktion auf Mikroorganismen, und zwar Bakterien, Pilze 
oder Viren oder deren Toxine. Langer dauernde Diarrhoeen konnen aufgrund 
des starken Wasser- und Saizverlustes zu schweren Komplikationen bis hin 
zum Exitus fuhren. Schwerere Diarrhoeen sind daher auf jeden Fall 

15 behandlungsbedurftig, insbesondere dann, wenn es sich urn junge oder 
bereits geschwachte Menschen oder Tiere handelt. 

In einem CroSteil der Falle werden Diarrhoeen durch Bakterien verursacht, 
die nicht zu der normalen Mikroorganismenfiora des betreffenden Korpers 

20 gehoren, wobei insbesondere bestimmte pathogene Stamme von Escherichia 
coli, Salmonellen und Shigellen eine Hauptrolle spielen. Neben Bakterien 
konnen Diarrhoeen aber auch ausgelost werden durch Infektionen mit Viren, 
insbesondere Corona- und Rotaviren oder durch Pilze, die in den meisten 
Fallen zu den Eumykota gerechnet werden. Wahrend bakteriell bedingte 

25 Diarrhoeen heute in der Regel durch die Gabe von Sorbentien oder 
nichtsystemischen Sulfonamiden oder Antibiotika recht gut bekampft werden 
konnen, gibt es noch keine Arzneimittel, die erfolgreich bei Virusintektionen 
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eingesetzt werden konnen und kaum Arzneimittel, die bei der Besiedlung 
des Magen-Darmtraktes mit Pilzen wirksam sind. 



Als Pilze bezeichnet man eine polyphylogenetische Gruppe von chlorophyll- 
5 freien, heterotrophen und eukaryotischen Organisnnen, die ein- oder viel- 
zeilig sein konnen und deren Vermehrung wie bei alien Eukaryonten mit 
Mitose und Meiose verlauft und durch die Bildung geschlechtlicher oder 
ungeschlechtlicher Sporen, aber auch durch Sprossen. Die einzelligen, sich 
nur durch Sprossen fortpfianzenden Pilze werden haufig als Hefen zusam- 
10 mengefaBt, obgleich die Hefen ein Konglomerat verschiedener Verwand- 
schaftskreise darstellen. Fast alle Eumykota, also die echten Pilze, durchlau- 
fen wahrend der Individualentwicklung zwei oder mehrere morphologisch 
unterscheidbare Stadien, namlich als Teleomorphe, bei der die Sporen nach 
der Meiose gebildet werden und ein oder nnehrere Stadien als Anamorphe, 
15 bei denen die Sporenbildung nicht in Verbindung mit der Meiose steht. 
Pilze, deren Teieomorphe unbekannt sind oder die die Fahigkeit verloren 
haben, solche zu bilden, werden als Fungi imperfecti zusammengefaf^t. Die 
genaue botanische Klassifikation ist bei den Pilzen haufig noch offen. 

20 Aurgrund ihres Chiorophyllmangels ernahren sich alle Pilze heierotropn 
durch Abbau organischer Substanzen; sie sind also Saprophyten. Medizinisch 
unterscheidet man zwischen den Opportunisten, also Saprophyten, die 
selten und nur unter ganz bestimmten Bedingungen pathogen werden 
konnen und wozu beispielsweise Candida und Aspergillus gehoren. Soge- 

25 nannte pathogene Saprophvten fuhren exogen ein normales 
saprophytierendes Leben, aber sie sind fur Menscnen oder Tiere unter alien 
Umstanden als pathogen zu betrachten, wenn erne Infektion stattgefunden 
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hat. Es gibt auch unter den Pilzen obligate Parasiten, die auSerdem des 
Wirtsorganismus nicht vegetieren konnen und die nur beim Menschen oder 
beim Tier gefunden werden; hierzu gehoren die meisten Dermatophyten. 

5 Ein wesentlicher Unterschied zwischen Bakterien und Pilzen liegt in der 
Tatsache begrundet, daB Pilze im Gegensatz zu Bakterien Eukaryonten sind, 
also uber einen Kern mil Membran und aufterdem im Gegensatz zu Bakte- 
rien auch uber Mitochondrien verfugen und daS die Zellwand aus Chitin 
und/oder Cellulose besteht, wahrend die Zellwand der Bakterien aus 

10 Mucopeptiden aufgebaut ist. Dies erklart auch, warum die meisten bei 
Bakterien wirksamen Antibiotika bei Pilzen versagen, denn bei vielen 
bekannten Antibiotika sind die Bakterienwand oder die Mitochondrien 
Hauptangriffspunkte dieser Stoffe. 

15 Es gibt auch einige Antibiotika, die auch systemisch, also nicht nur topisch, 
gegen Pilzinfektionen eingesetzt werden konnen und die sich durch eine 
Polyenstruktur auszeichnen, wie beispielsweise Amphotericin B, Griseoful- 
vin, Natamycin und Nystatin. Synthetische systemische Antimycotica sind 
Flucytosin und eine Reihe von Azolderivaten wie Ketoconazol und Micona- 

20 zol oder Fluconazol und Itraconazol. 

Wahrend der genaue Wirkungsmechanismus der Polyenantibiotika noch 
nicht in alien Einzelheiten bekannt ist, wirken die synthetischen Azolderivate 
auf die Ergostorolsynthese in der Zellmembran und beeinflussen damit die 
25 Durchlassigkeit der Zellwand. 
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Ein Nachteil aller bisher bekannten auch systemisch einsetzbaren Antimyco- 
tika besteht darin, daS sie in der Regel nicht fungizid, sondern nur fungista- 
tisch wirken und damit eine langere Behandlungsdauer erforderlich machen, 
Weiterhin gibt es Kreuzresistenzen sowohl bei dem Polyenantibiotika wie 
5 auch bei den Azolverbindungen und schliefilich kommt hinzu, daft der Preis 
dieser Produkte relativ hoch ist, was einer breiten Anwendung in der Veten- 
narmedizin entgegensteht. 

Es besteht daher noch ein weiteres Bedurfnis nach Veterinararzneinnitteln, 
10 die in der Lage sind, Diarrhoeen bei Tieren, die im wesentlichen oder auch 
durch die Mitbeteiligung von pathogenen Pilzen bedingt sind, wirksann 
bekampfen zu konnen. 

Vollig uberraschend wurde jetzt festgestellt, daft bei Verwendung von 
15 Escherichia coli Stamm DSM 6601 derartige Diarrhoeen gut bekampfbar 
sind, selbst wenn die sonst ubiiche Medikatton mit piizwirksamen Verbin- 
dungen versagt hat. 

Escherichia coli, im folgenden als E. coii abgekurzt, fallt in zahlreichen 
20 Varianten an, die sich hinsichtlich der Kapselantigene, Obertlachenantigene 
und Flagellenantigene unterscheiden und daher in zahlreiche serologische 
Typen unterteilt werden konnen. Die Einordnung nach Serotypen besagt 
allerdings nichts uber die unterschiedhche Virulenz der Erreger. Vertreter 
ein- und desselben Serotyps konnen sowohl im menschlichen als auch im 
25 tierischen Korper em unterschiedliches Pathogenitatspotential besitzen, das 
im Extremfall von avirulent bis hochgradig pathogen reichen kann. Es ist 
allerdings bekannt, daft der E. coli Stamm DSM 6601 nicht als human- oder 
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tierpathogen bewertet wird. Dieser Stamm wird beispielsweise in der 
Humanmedizin als Substitutionpraparat bei infektiosen Darmerkrankungen 
durch Salmonellen oder Shigelien eingesetzt, und zwar sowohl bei akuten 
wie auch bei chronischen Fallen. Auch bei sonstigen Stdrungen der 

5 Darmflora wie z.B. nach Antibiotikabehandlung oder Bestrahlung wird dieser 
E. coll Stamm mit Erfolg in der Substitutionstherapie benutzt. Ob es sich 
dabei tatsachlich nur um die Verdrangung der pathogenen Bakterienstamme 
mit den entsprechenden Varianten von E. coli oder Proteus durch diesen 
speziellen E.-coli-Stamm handelt, also um eine Reduzier^jng der Toxine, oder 

10 ob die Stoffwechselprodukte des Stammes E. coli DSM 6601 von sich aus 
eine therapeutische Wirksam entfalten, ist nicht eindeutig geklart. 



Ausgehend von diesen bekannten Erklarungen zum Wirkungsmechanismus 
von lebenden E.-coli-Keimen war aber in keiner Weise zu erwarten, daR eine 

15 Behandlung mit diesen lebenden Kulturen eine uberraschend umfassende 
Wirksamkeit bei der Infektion des Darmtraktes von Tieren mit Pilzen und 
hier insbesondere Heten, zeigen wiirde. Zwar waren in den funfziger Jahren 
apathogene E. coli Stamme in der Tiermedizin gelegentlich bei Erkrankungen 
von Rindern oder Schweinen, die zum Teil auch mit Diarrhoeen einhergin- 

:o gen, eingesetzt worden, aber dabei handelte es sich um die Therapie von 
Ernahrungsstbrung bei Ferkein (Fischer VV., Ertahrungen eines praktischen 
Tierarztes bei der Behandlung kranker Ferkel in den Jahren 1945 bis 1950; 
Dissertation, Universitat Munchen 1950) oder um die Behandlung der soge- 
nannten Semperkrankheit bei Rindern, der nach den Ergebnissen dieser 

:5 Verbffentlichung ott'ensichtlich erne Mangelernahrung aufgrund der Geoiogie 
aes Gebietes zugrundelag (Hafele W., Die ..Semperkrankheit" eine Ernah- 
rungs- und Entwicklungsstorung des Rindes im Hochschwarzwald m der 
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Umgebung von St. Blasien; Dissertation, vet. med. Tierklinik, Universitat 
Munchen 1952). Diese fruhen Versuche, bestimnnte Coli-Stamme bei speziel- 
len Erkrankungen von Schweinen oder Rtndern versuchsweise einzusetzen, 
waren vollig vereinzelt und haben nicht einmal dazu Veranlassung gegeben, 

5 bei bakteriell bedingten Diarrhoeen weitere Versuche solcher Art zu unter- 
nehmen. Um so uberraschender war die Feststellung, daS der E.-coli-Stamm 
DSM 6601 eine uberraschende Wirkung auch bei Darmerkrankungen zeigt, 
die ausschlieSlich oder wesentlich mit durch Pilze bedingt sind, da die 
Bekampfung von Pilzinfektionen, insbesondere wenn die Schleimhaute des 

10 Darmes betroffen sind, besonders schwierig ist. da die bei bakteriellen 
Infektionen eingesetzten Praparate praktisch keine Wirkung zeigen. 

Bis heute hin ist uber die normale Darmflora bei verschiedenen Tierarten 
iiberraschend wenig bekannt, aber ein Befall des Gastrointestinaltraktes mit 
15 Pilzen und insbesondere mit Hefen ist imnner als pathologisches Gescinehen 
zu deuten. 

Die uberraschend schnelle Wirksamkeit der Behandlung mit E. coli Stamm 
DSM 6601 laBt den Schluft zu, daf^ die Wirkung dieser Behandlung nichi 
20 oder nicht nur auf der Substitution der Pilzflora durch eine gesunde Bakte- 
rientlora beruht, sondern daft der Stamm in groftem Mafte zu einer Steige- 
rung der kbrpereigenen Abwehrkrafte beitragt, wobei vermutet werden kann, 
dafi die Stoffwechselprodukte dieses Stammes erne betrachtliche immun- 
stimulatorische Wirkung haben. 

Im folgenden vvird die Erfindung anhand ernes Beispieies naher erlautert: 
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In einer Milchviehanlage in Sachsen, die im Mittel uber einen Tierbestand 
von 1.480 Milchkuhen, 600 Farsen und Jungrindern und 185 Kalbern ver- 
5 fiigt, war bis Anfang Januar 1997 der Kalberbestand durch sehr gute Auf- 
zuchtsergebnisse, geringe Morbiditat und Mortalitat gekennzeichnet. 
Manifeste Magen- und Darmerkrankungen mit Durchfallen waren au(?»er- 
ordentlich selten. Verluste an Kalbern lagen stets unterhalb der 3 7o-Gren2e, 
bezogen auf die Zahl der lebend geborenen Kalber. 

10 

Ende Januar 1997 kam es inn Bestand plotzlich zum gehauften Auftreten von 
Durchfallen mit klinisch markanten Symptomen einer Gastroenteritis. Die 
Erkrankungen begannen bei den Kalbern inn Alter von sieben bis elf Tagen, 
waren von unterschiedlicher Dauer und durch eine Morbiditat von mehr als 

15 90 % und eine Mortalitat von nnehr als 10 % gekennzeichnet. Dabei war der 
Krankheitsverlauf durch folgende Synnptonne gepragt: anfanglich gruniich- 
gelblicher Durchtall mit dickbreiiger Konsistenz, danach wurde der Kot im 
weiteren Krankheitsverlauf schieimig, zunehmend dunnbreiig und meistens 
wassrig. Die Werte der Korpertemperaturen waren zu Beginn der Erkrankung 

:o leicht erhoht (39,7 bis 39,9° C), sanken dann aber im weiteren Verlauf rasch 
ab und erreichten nur noch untere Grenzen, teilweise im Bereich von 37,8 
bis 37, 5"= C. Die erkrankten Kalber zeigten ausgepragte Saugunlust und 
zunehmende Schwache, so daft es im weiteren Krankheitsverlauf zum Fest- 
liegen kam. Schwerkranke Tiere muftte zwangsernahrt werden. 

25 

Niach einer Kranheitsdauer von drei bis neun Tagen kam es zu immer hohe- 
ren Verlusten. Die durchgefuhrten Sektionen zeigten ubereinstimmend 
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hochst auffallige Befunde, namlich einen flussigen, flockigen bis leicht 
blutigen Darminhalt und hochgradige, geschwurige Vormagen- und 
Labmagenentzundungen. Im Monat April 1997 erreichte die 
Erkrankungshaufigkeit Werte von nahezu 100 % und die Mortalitat stieg auf 
5 mehr als 15 %. 

Die mikrobiologischen Untersuchungen des Magen- und Darminhaltes sowie 
der inneren Organe waren anfanglich ohne spezifische Ergebnisse, bis im 
Februar 1997 bei zwei verendeten Kalbern aus Magen- und Darminhalt 

10 Hefen der Gattung Candida (C. glabrata und C. albicans) isoliert wurden. 
Darmpathogene E. coli wurden nicht getunden. Der Nachweis dieser Hefen 
gelang bei alien weiteren Sektionen der verendeten Kalber und bei den 
Untersuchungen von Kotproben von Kalbern und ihren Muttern. Weiterfuh- 
rende gezielte Untersuchungen von Kot- und Colostrumproben der Kiihe und 

15 Farsen brachten gleiche Ergebnisse. Erganzende Untersuchungen auf Viren, 
namlich Corona- und Rotaviren, sowie auf Cryptosporidien ergaben nur in 
zwei Fallen bei verendeten Kalber Coronaviruspartikel und in einem Fall 
Rotaviren. 

20 Die Herkunft der Hefen war lange Zeit nicht erklarbar, bis es im Marz 1997 
bei der Untersuchung von als Futtermittei eingesetzten Biertrebern gelang, 
Hefen (Candida glabrata dominierend) in einem Umfang von 3,6 x 10 KBD'g 
Futtermittei nachzuweisen. 

25 Die von Anfang an umfangreich durchgefuhrten therapeutischen Maftnah- 
men wie Diattranken, Antiphiogistika, Styptica, Elektrolytika und Herz- und 
Kreislaufmtttel fuhrten nur zu unbefnedigenden Ergebnissen. Bei Anwendung 
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von Sulfonamiden und Antibiotika verendeten die Tiere sechs bis acht 
Stunden nach der Applikation. Nachdem diese Therapien erfolglos blieben, 
wurden Therapeutika, die Huminsauren als wirksame Substanzen enthalten, 
eingesetzt. Auch diese MaSnahmen erbrachten keine erkennbaren 
5 Besserungen des Krankheitsgeschehens. 

Von den in zwei Monaten vonn 24. April bis 23. Juni 1997 lebend geborenen 
236 Kalbern erkrankten alle Tiere, wobei 41 Tiere in diesem Zeitraunn 
verendeten, was einem Anteil von 17,4 % entspricht, und zwar 29 Tiere 
10 durch Diarrhoeen entsprechend 70,7 % der Verluste und acht Tiere an 
Diarrhoeen mit begleitender Bronchopneumonie entsprechend 19,5 7o der 
Verluste und vier Tiere aus sonstigen Grunden, entsprechend 9,8 % der 
Verluste. 

Im Zeitraum vom 24. Juni 1997 bis 04. September 1997 wurde dann bei 300 
neugeborenen Kalbern eine Suspension von lebenden E. coli Stamm DSM 
6601 in einer Menge von taglich von 15,0 ml je Kalb entsprechend ... 
KBE/ml gegeben. Diese Dosis war unabhangig vom Gewicht und Alter des 
Tieres und wurde oral appliziert, und zwar wahrend einer Zeitdauer von 10 
bis 13 Tagen post partum. Im Zeitraum vom 24. Juni bis 08. Juli 1997 
wurden in dieser Weise 61 Kalber behandelt, von denen zwei an einer 
Diarrhoe erkrankten, was einer Morbiditat von 3,3 % entspricht. Kernes der 
Tiere verendete an dieser Krankheit. 

25 Im Zeitraum vom 09. Juli bis 23. Juli 1997 wurden 49 Kalber entsprechend 
behandelt, von denen keines an einer Gastroenteritis mit Diarrhoe erkrankte. 
Die Mortalitat an dieser Erkrankung betrug also 0 %. 
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Im Zeitraum vom 23. Juli bis 06. August 1997 warden 64 Kalber behandelt, 
von denen zwei an einer Diarrhoe erkrankten, was einer Morbiditat von 3 J 
% entspricht. Keines der Tiere verendete an dieser Erkrankung, so daR> inso- 
5 weit die Mortalitat gleich 0 ist. 

Nachdenn alle vorhandenen therapeutischen Moglichkeiten ausgeschopft 
waren, konnte durch die prophylaktische und therapeutische Anwendung 
einer E. coli Stamm DSM 6601 -Suspension das Auftreten von Diarrhoeen 
10 aufgrund von Gastroenteritiden bei Saugkalbern nahezu vollstandig verhin- 
dert werden. 

Der Einsatz von anderen Arzneimitteln und Diatetika konnte erheblich 
reduziert werden, so daB die dafur aufzuwendenden Kosten sich urn 70 % 
15 verringerten. 
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Patentanspruche 

1. Verwendung von Escherichia coli Stamm DSM 6601 zur Herstellung 
von Arzneimitteln zur Prophylaxe und Behandlung von mikrobiel! 
5 bedingten Diarrhoeen unter Beteiligung von pathogenen Pilzen bei 

Tieren. 
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Certain defects in the international application 
Certain obser\ations on the international application 



Date ot" submission of the demand 

07 June 1999 (07.06.99) 


Date of completion of this report 

01 March 2000 (01.03.2000) 


Name and mailing address of the IPE.A EP 
f acsimile No 


Authorized otTicer 
Telephone No. 



Form PCT IPE.A 40^ (co\er sheet) (Januar\ 1994) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



iniemaiional application No, 

PCT/EP98/07389 



I. Basis of the report 



1 rhts report has been drawn on the basis of (Replacement sheets \vhtch hme been furnished lo the receiving Office m response to an in\ nation 
under Article 1 4 are referred to m this report as originally filed' and are not annexed to the report since they do not contain amendments ) 

I [ the international application as originali> filed. 

[T^ the description, pages Jj^jO . as originally filed. 

pages , filed with the demand. 

pages . filed with the letter of . . 

, filed with the lener of . 



the claims. 



pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



I I the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originallN filed. 

. as amended under Article 19, 

. filed with the demand. 
. , filed with the letter of 01 December 1999(01.12.1999) 
. filed with the letter of 

. as original!)' filed, 

. filed with the demand, 

. filed with the letter of 

, filed with the letter of 



2. The amendments ha\ e resulted in the cancellation of: 

□ 

the description, pages 

□ 

the claims. Nos. 



□ 

the drav\ ings, sheets/fig 



rn T his report has been established as if (some oO the amendments had not been made, since they have been considered 
to go be\ond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)), 



4 ,Addilional obscr\ ations. if necessar\ : 



/m PCT lPH.\4()9(Bo\ I) (January 1994) 



INTERNATIONA^^ELIMINARY EXAMINATION REPOR^^ 


International application No 

PCT/EP 98/07389 


( 

\ . Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 


1 Statement 




Novelt\ (N) Claims 


1 VES 


Claims 


NO 


ln\enii\e step US) Claims 


1 \ES 



industrial applicability (lA) 



Claims 

Claims 
Claims 



NO 

VES 
NO 



Citations and explanations 

The subject matter of Claim 1 appears to be novel ( PCT 
Article 33(1) and (2)) since the use of the E. coli strain 
DSM 6601 (= E. coll strain Nissle 1917, Mutaflor©) for 
producing a drug for preventing and treating diarrhea 
caused primarily by pathogenic fungi in animals is not 
described in the documents cited in the international 
search report. 



Furthermore, an inventive step (PCT Article 33(1) and (3)) 
is recognized for the following reasons: 

shows the effect of preventative administration of this 
E. coli strain on the colonization cf the intestine with 
microbial pathogens in newborn infants (cf. abstract and 
page 229, Table 3) . 

ZZ shc'ws a positive influence on the human intestinal 
flora (inter alia by suppressing pathogenic germs) by 
crally administered E. coli bacteria C'f the same strain 
(cf. page 53, left column). 

D3 shz'ws the use of nonpathogenic bacteria strains (not E. 
rcli' together with immunoglobulin for treatma 
gast r imtest mal afflictions (for exam.ple, diarrnea. 
caused inter alia by pathogenic fungi which colonize tne 
stomach - intestinal tract (cf. page 7, last paragraph to 



niPL riPLA4()9 (BoxV) (Januan 1994) 



INTERNATIONA' 



ELIMINARY EXAMINATION REPOR^ 



International application No 



PCT/EP 98/0'7389 



z op of page 8 ) . 

Tr.e problem to be solved by the present application in 
relation to D3 consists in finding a further, 
nonpathogenic bacteria strain which is suitable for 
treating gastrointestinal afflictions causea by fungal 
pathogens . 

Tne solution can be seen, according to the present 
application, m the use of the E. coli strain DSM 6601. 
This strain is already known from Dl and D2 (cf. above). 
Those documents, however, do not suggest its use for 
treating diarrhea caused primarily by pathogenic fungi. 
The problem to be solved by the present application m 
relation to D1/D2 also consists in finding a further 
indication for the known nonpathogenic E. coli strain. 
The solution lies in the treatment of diarrhea caused 
essentially by pathogenic fungi. 

Although D3 shows the use of nonpathogenic bacteria 
strains (together with immunoglobulin) for treating 
gastrointestinal afflictions caused, for example, by 
pathogenic fungi which colonize the stomach - intestinal 
tract (cf. above), E. coli strains are not mentioned ana 
the E. coll strain DSM 6601, in particular, is not 
suggested . 



tornii\;i lPt.A4()9 ( Box \' ) (Januan 1994) 
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Iniernaiionai apphcation No 

PCT/EP 98/C:'389 


Supplemental Box 

( Jo be used w hen the space in an> of the preceding boxes is not sufficient ) 


Continuation of VI 


1 
j 


Tne following aocuments could possibly be relevant _ m" tne ' " 


subsequent regional /national phase: 





I 
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International application No. 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



PCT/EP98/07389 



Certain documents cited 



] Certain published documents (Rule 70.10) 



Application No 
Patent No. 



Publication date 
(day month yearj 



Filing date 
{day month. year) 



Priorit> date ( v alid claim ) 
(day month vearj 



D 5 {DE-A-196 37 936) 09 April 1998 (09.04.1998) 1 7 September 1996 (17.09.1996) 

D 6 (K. J. Goerg, E. 23 October 1998 (23.10.1998) 
Schlorer) 

D 7 {VVO-A-98 26787) 25 June 1998 (25.06.1998) 18 December 1998(18.12.1998) 19 December 1996(19.12.1996) 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 



Kind ot^ non-written disclosure 



Date of non-written disclosure 

(day monthyear) 



Date of written disclosure 
referring to non-written disclosure 
(day month year) 



l orm PCT IPF: A 409 ( Box \"I)(Januar\ 1994) 



VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE 71 f^^"''"'='^'ARRFIT fi'"" "'='^^ 

GEBIET DES PATENTWESENS 



REC'D 0 3 MAR 2000 



WlPO 



PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



PCT 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwatts 
PCT 83/98 Bo 


siehe Mitteilung uber die Ubersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbencht (Formblatt PCT/IPEA/41 61 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP98/07389 


Internationales Annneldedatum('rag/7Wona(/Jartr; 
18/11/1998 


Prioritatsdatum (Tag/MonatTag) 
22/11/1997 


Internationale Patentklassification (IRK) oder r 
A61K35/74 


lationale Klassifikation und IPK 


Anmelder 

PHARMA-ZENTRALE GMBH et al. 



Behbrde erstellt und wird dem Annnelder gema3 Artikel 36 ubermittelt. 

Dieser BERICHT umfaRt insgesamt 5 Blatter einschlieBlich dieses Deckbtatts. 

S AuBerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen. die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der VenA/altungsrichtlinien zum PCT) 

Diese Aniagen umtassen insgesamt 1 Blatter. 



3, Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

Grundlage des Behchts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkert und gewerbiiche Anwendbarkeit 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Arlikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der eriindensche Tatigkeit und der 
gewerbiiche Anwendbarkeit: Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 
Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 
Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



1 




11 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 




VII 


□ 


VIII 


□ 



Datum der Einreichung des Antrags 



07/06/1999 



Name und Postanschnft der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behbrde; 

" ^ Europaisches Paten tarn t 
D-80298 MUnchen 

Tel ^49 89 2399 - 0 Tx 523656 epmu d 
Fax <^49 89 2399 - 4465 



Datum der Fertigstellung dieses Bertchts 

0 1. 03. 00 



Bevolimachttgter Bediensteter 
Thalmair. M 

Tel Mr *49 89 2399 2177 




Formblatt PCT/IPEA/409 (Deckblatt) {Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/07389 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt aut der Grundlage (Ersatzblatter die dem Anmeideamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 bin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" and sind ihm 
nicht beigefugt. weil sie keine Anderungen enthalten ): 

Beschreibung, Seiten: 

1-10 ursprungliche Fassung 



Patentanspriiche, Nr.: 

1 eingegangen am 03/12/1999 mit Schreiben vonn 01/12/1999 



2. Aufgrund der Anderungen sind tolgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. □ Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden. da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Oftenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 



4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 



V. Begriindete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1 

Nein: Anspruche 

Erfindensche Tatigkeit (ET) Ja Anspruche 1 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja Anspruche 1 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



FormWatt PCT/lPEA/409 (Felder 1-VIII, Blatt 1) (Januar 1994) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 

PRUFUNGSBERICHT Internationales Aktenzeichen PCT/EP98/07389 



VI. Bestimmte angefiihrte Unterlagen 

1 . Bestimmte veroffentlichte Unterlagen (Regei 70.10) 
und / Oder 

2. Nicht-schrittliche Oftenbarungen (Regel 70.9) 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder l-VIII, Blatt 2) (Januar 1994) 
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Sektion V 

Der Gegenstand von Anspruch 1 scheint neu zu sein (Art. 33 (1) und (2) PCT), da die 
Verwendung von E. coli Stamm DSM 6601 ( = E. coli Stamm Nissle 1917, Mutaflor^) 
zur Herstellung eines Arzneimittels zur Prophylaxe und Behandlung von im 
wesentlichen durch pathogene Pilze bedingten Diarrhoeen bei Tieren in den inn 
Internationalen Recherchenbericht zitierten Dokumenten nicht beschrieben wurde. 

Ferner ist eine erfinderische Tatigkeit (Art. 33 (1,3) PCT) aus folgenden Grunden 
anzuerkennen. 

D 1 zeigt einen praventiven Effekt bei Verabreichung desselben E. coli Stammes auf 
die Besiedlung des Darms mit bakteriellen Pathogenen bei neugeborenen Kindern (s. 
Zusammenfassung und S. 229, Tabelle 3). 

Aus D 2 geht eine positive Beeinflussung der humanen Darmflora (u.a. durch 
Verdrangung pathogener Keime) durch oral appiizierte E. coli Bakterien desselben 
Stammes hervor (s. S. 53, linke Spalte). 

D 3 zeigt die Verwendung von nichtpathogenen Bakterienstammen (nicht E, coli) 
zusammen mit Immunglobulin fur die Behandlung von gastrointestinalen Beschwerden 
(z.B. Diarrhoe) u.a. infolge von pathogenen Pilzen, die den Magen-Darmtrakt besiedein 
(s. S. 7, letzter Absatz bis S. 8, oben). 

Das gegenuber D 3 von der vorliegenden Anmeldung zu losende Problem besteht 
darin, einen weiteren nichtpathogenen Bakterienstamm, der zur Behandlung von 
gastrointestinalen Beschwerden Pilz-pathogenen Ursprungs geeignet ist, zu finden. 
Die Losung ist gemaB vorliegender Anmeldung in der Verwendung des E. coli 
Stammes DSM 6601 zu sehen. 

Dieser Stamm ist bereits aus D 1 bzw. D 2 bekannt (s.o.). Jedoch ist dort kein Hinweis 
auf dessen Verwendung zur Behandlung von Diarrhoeen, die vorwiegend durch 
pathogene Pilze bedingt sind, erkennbar. 

Andererseits besteht das von der vorliegenden Anmeldung gegenuber D 1 / D 2 zu 
losende Problem darin, fur den bekannten nicht-pathogenen E. coli Stamm eine weitere 
Indikation zu finden. 

Die Losung liegt in der Behandlung von Diarrhoeen, die im wesentlichen auf pathogene 
Pilze zuruckzufuhren sind. 



Formblatt PCT/Betblatt/409 (Blatt 1) {EPA- April 1997) 
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D 3 zeigt zwar die Verwendung von nichtpathogenen Bakterienstammen (zusammen 
mit Immunglobulin) fur die Behandlung von gastrointestinalen Beschwerden z.B. infolge 
von pathogenen Pilzen, die den Magen-Darmtrakt besiedein (s.o.), jedoch werden 
weder E. coll Stamme erwahnt noch insbesondere der E. coli Stamm DSM 6601 
nahegelegt. 

Sektion VI 

Die foigenden Dokumente werden mogiicherweise in der nachfolgenden regionalen / 
nationalen Phase relevant: 



Priori tat 



Anmeldetag 



Publil<ation 



D 5 (DE-A-196 37 936) 

D 6 (K.J.Goerg, E. Schldrer) 

D 7 (WO-A-98 26787) 



17.09.1996 



9.04.1998 



23.10.1998 



19.12.1996 



18.12.1997 



25.06.1998 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt2) (EPA-April 1997) 



# 



Patentanspriiche 

1. Verwendung von Escherichia coli Stamm DSM 6601 zur Herstellung 
von Arzneimittein zur Prophylaxe und Behandlung von im v^esent- 
lichen durch pathogene Pilze bedingten Diarrhoeen bei Tieren. 



[see original for International Search Report in English and German 
(no need to translate Gernnan equivalent)] 



[on page 1 of 2]: 

KRUIS W ET AL.: "Use of probiotics in human medicine" 
[on page 2 of 2]: 



GEORG K J AND SCHLORER E: "Probiotic therapy for pseudomembranous 
colitis. Combination of intestinal lavage and oral administration of Escherichia 
coli" 



